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antigen solution. The extent of fi * ^jj^ 

immunological potentiation is at least 2©lt 
comparable with that attained by IFA 

compositions. Linear B-TH-cell epitopes, linear Tc-cell epitopes, dimers and multimers of said epitopes, as well as their matures, are 
used as low immunogenicity antigens. The microparticles are based on biodegradable biopolymers such as polyester, polyanhydride, 
polyorthoester. By mixing microparticles with different wettabilities, swellabilities, release and biodegradation times, the most intense and 
longest immunological potentiation is achieved. This process is useful for immunising human beings and animals against diseases caused 
by viruses, bacteria, protozoa or tumour cells. 



An immunological response 
potentiation process is disclosed for 
synthetic or genetically engineered 
antigens having low immunogenicity. 
The antigen is embedded into 
biodegradable microparticles, these 
antigen-loaded microparticles are 
dispersed in a biodegradable medium 
which triggers when it is parenterally 
administered a potentiated antibody, 
TH-lymphocyte and T c -lymphocyte 
response, as compared to an aqueous 
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(57) Zusammenfessung 

Es wird ein Verfahren zur Immunpotcnzicnmg von schwach immunogenen, synthctisch odcr genlechnologisch hcrgcsteUten Antigenen 
beschrieben, welches das Antigen in biologisch abbaubarc Mikropaitikcl einbettet, diese antigcnbcladcncn Mikropaitikel in einem biologiscn 
abbaubaren Medium dispergiert, und nach parenterals Verabieichung eine gegenubcr einer wassrigen LOsung des Antigens |P°^|^ C 
Antikorper-, T H -Lymphozyten- und T c -Lymphozyten-Antwort auslSst Das Ausmass der Immunpotenziening ist mmdestens vergleichbar 
mit der mittels IFA-Zubereitungen erzielten Potenzierung. Als schwach immunogene Antigene warden linearc B-TH-Zell ^; l0 P«v l1 ^ 
TVZell Epitope, Di- und Multimere dieser Epitope, sowie deren Mischungen eingesetzL Die Mikropartikel sind aufgebaut auf bioabbaubaren 
Biopolymeren wie Polyester, Polyanhydiide, Polyorthoester, wobei ein Gemisch von Mikropartikeln mit unterschiedlicher Benet^arkeit, 
Ouellbarkeit, Freigabe- und Bioabbauzeit die in Intensity und hochste und im zeitlichen Veriauf lfingste Immunpotenziening oewirkt. uas 
Verfahren findet Anwendung in der Immunisierung von Mensch und Tier gegen Krankheiten, die durch Viren, Baktenen, Protozoen Oder 
Tumorzellen verursacht werden. _ . 
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Beschreibung : 

Verfahren zur Potenzierung der immunologischen Antwort 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Potenzierung der Immunogenitat von synthetischen, schwach 
immunogenen Antigenen. Unter synthetischen, schwach immunogenen 
Antigenen werden nachfolgend Verbindungen mit Peptid- bzw. 
Proteinstruktur verstanden, welche entweder chemisch Oder mittels 
rekombinanter DNA-Technologie hergestellt werden und die nach 
parenteraler Verabreichung in wSssriger Losung oder als Alumini- 
umadsorbat eine nur unbedeutende immunologische Antwort mit sehr 
niedrigen Antikorpertitern und fehlender oder nur geringer T-Zell 
Proliferation auslosen. Nachfolgend soil diese Gruppe von 
Antigenen der Einfachheit halber als synthetische Antigene 
bezeichnet werden. Def initionsgemass ist also die Immunantwort 
auf die hier beschriebenen synthetischen Antigene vernachlassig- 
bar, wenn diese in wassriger Losung verabreicht werden. Als 
experimentelle Referenzzubereitung wird Inkomplettes Freund's 
Adjuvans (IFA) verwendet. IFA ist eine Wasser in 01 (W/0) 
Zubereitung, welche bekannterweise sowohl die humorale wie 
zellulare Immunantwort stimuliert. Wegen starken unerwunschten 
Nebeneffekten darf IFA jedoch nur zu Versuchszwecken verwendet 
werden. Unter dem Begriff Impfstoff werden nachfolgend Formulie- 
rungen verstanden, welche zusatzlich zum Antigen Stoffe enthal- 
ten f die ihrerseits reine Hilf sstof funktion oder eine immunpoten- 
zierende Funktion oder gar eine Kombination beider Funktionen 
ausuben. Reine Hilf sstof fe sind beispielsweise Wasser zur 
Auflosung des Antigens fur die parenterale Verabreichung, 
antimikrobielle, isotonisierende und pH-stabilisierende Hilfs- 
stoffe. Immunpotenzierende Stoffe werden oft auch als Adjuvantien 
bezeichnet, worunter beispielsweise unlosliche Aluminiumsalze 
(-phosphate, -hydroxide), gewisse Lipopolysaccharide, Muramylpep- 
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tide, Trehalose-Verbindungen, verschiedene Cytokine wie Inter leu- 
kin 1, lipophile Blockcopolymere (Poloxamere) fallen, Adjuvans- 
eigenschaften besit2en jedoch auch die experimentelle Ref erenzzu- 
bereitung Inkomplettes Freund' s Adjuvans und verschiedene noch 
in der Entwicklung sich bef indliche Impf stof f-Darreichungsf ormen 
wie Liposomen, Emulsionen, Nanokapseln. Diese Darreichungsf ormen 
bewirken nicht nur die Bildung eines Antigendepots in vivo/ 
sondern besitzen auch immunstimulierende Eigenschaften. 

Die Entwicklung neuer Impfstoffe und die Verbesserung 
bestehender Impf stof f-Formulierungen hat in den letzten Jahren 
an Bedeutung und Dringlichkeit gewonnen (E. Eppstein et al., New 
adjuvants for vaccines containing purified protein antigens, 
Advances in Drug Delivery Review 4, 233-253, (1990)). Die 
Herstellung synthetischer Antigene wie auch die Entwicklung 
geeigneter Adjuvansf ormulierungen und Darreichungsf ormen, welche 
die Iramunogenitat von schwach immunogenen Verbindungen erhohen, 
stehen dabei im Vordergrunde . Die Entwicklung neuer Antigene hat 
einerseits Krankheiten zum Ziel, gegen die es noch keine oder nur 
ungeniigend wirksame Impfstoffe gibt wie beispielsweise AIDS, 
Malaria, Tuberkulose, Cholera, Hepatitis A, Krebserkrankungen; 
andererseits gehen die Bemuhungen dahin, die- in den traditionel- 
len Impfstoffen enthaltenen Antigene wie inaktivierte Viren, 
Bakterien Oder Toxoide, durch einfacher zu produzierende und zu 
reinigende und besser charakterisierbare niedermolekulare Peptide 
und Proteine zu ersetzen, welche die antigenen Bereiche der 
eigentlichen Infektionserreger in ihrer Struktur aufweisen. 
Solche antigenen Peptide und Proteine konnen biochemisch oder 
durch rekombinante DNA-Technologie in hoher Reinheit gewonnen 
werden. Diese neue Generation von synthetischen Antigenen 
besitzen in ihrer chemischen Struktur Peptidsequenzen (Epitope), 
welche antigen-spezif ische T H - (Heifer) , T c - (cytotoxisch) und 
B-Lymphozyten stimulieren. Dabei konnen die sogenannten T H -, T c - 
und B-Zell-Epitope je einzeln vorliegen oder kovalent zu einem 
chimeren B-T-Epitop verkniipft werden. Da diese gentechnologisch 
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Oder chemisch hergestellten Antigene im allgemeinen niedrige 
Molekulargewichte von zirka 500 - 2' 000 aufweisen, ist ihre 
Immunogenitat im Gegensatz zu Toxoiden mit Molekulargewichten von 
.50' 000 bis 150' 000 oder im Gegensatz zu partikularen Antigenen 
wie inaktivierten Viren und anderen Mikroorganismen sehr 
schwach. 

Bisher bekahnte Strategien zur Immunogenitatspotenzierung von 
synthetischen Antigenen beruhen darauf, in einem ersten Schritt 
das Molekulargewicht dieser Antigene durch kovalente Verkntipfun- 
gen zu erhShen, und in einem zweiten Schritt diese h6her moleku- 
laren Konstrukte in immunpotenzierende Formulierungen einzubrin- 
gen. 

Es ist bekannt, dass die Erhohung des Molekulargewichtes 
dadurch erreicht werden kann, dass das synthetische Antigen 
kovalent an hochmolekulare Tragerproteine wie beispielsweise 
Diphtherie- und Tetanus-Toxoid, Rinderserumalbumin, Napfschnek- 
ken-Haemocyanin gebunden wird. Nachteilig an den Antigen-Trager- 
protein-Konstrukten sind der Einsatz von sehr teuren und relativ 
unreinen Tragerproteinen aus Fremdorganismen, die Notwendigkeit 
von reaktiven und relativ toxischen Agenzien zur kovalenten 
Verknvipfung von Antigen und Tragerprotein, und die Schwierigkeit 
der Reinigung, sowie der Identitats- und Reinheitspriifung dieser 
Verbindungen . Es wurde andererseits auch vorgeschlagen, das 
Molekulargewicht von B-T-Epitopen dadurch zu erhohen, dass diese 
selbst in einer Art Aststruktur kovalent zu Multimeren verknupft 
werden (J. P. Tam, Y.-A. Lu, Proceedings of the National Academy 
of Sciences of the USA 86, 9084-9088 (1989) ) .Diese Konstrukte 
werden als Multiple Antigen Peptide, kurz MAP, bezeichnet. 

Weiterhin ist bekannt, dass die Kombination eines B- und T H - 
Epitops essentiell ist fur das Zustandekommen einer AntikSrper- 
bildung und dass die Kombination eines T c -Epitops mit einem T„- 
Epitop die cytotoxische Lymphozyten-Antwort, auch CTL-Antwort 
genannt, nach Verabreichung in IFA verbessern kann (C. Widmann 
et al., J. Immunol. Methods 155, 95-99 (1992)). 

Nach der PS-EP-A1-513' 861 werden verschiedene immunpoten- 
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zierende Formulierungen fur solche schwach immunogenen Antigene 
und deren hohermolekularen Konstrukte beschrieben. Dazu gehbren 
in erster Linie Immunstimulantien enthaltende O/W-Emulsionen. 
.Nachteilig an diesen grobdispersen bzw. kolloiddispersen Systemen 
sind ihre inherente thermodynamische instability, die sich bei 
Lagerung in Koaleszenzerscheinungen widerspiegeln kann. Weiterhin 
unterliegen die Komponenten solcher f lussig-dispersen Formulie- 
rungen chemischen Veranderungen wie Oxydation und Hydrolyse. 
Zudem benStigen die beschriebenen Formulierungen meist Immunsti- 
mulantien wie Muramylpeptide, die toxikologisch nicht ganz 
unbedenklich sind. Schliesslich zeigen diese Formulierungen 
keinerlei Langzeitef f ekt . Um einen Iropfschutz tiber mehrere Jahre 
zu erzielen ist es deshalb notwendig diese Ixnpf stoff-Formulie- 
rungen nach einem festgelegten Impfplan drei bis viermal zu 
injizieren (sogenannte •»Booster n -Injektionen) . 

Im weiteren ist nach der int. VerSffentlichungsschrift 
W092/19263-A1 ein System zur Immunpotenzierung von Antigenen 
bekannt, welches sogenannte biodegradierbare Mikrospharen, auch 
Mikrokapseln oder Mikropartikel genannt, verwendet . Nachteilig 
an diesem Verfahren ist, dass die Immunpotenzierung hauptsachlich 
in der gastrointestinalen Mukosa beobachtet wird und deshalb nur 
fur relativ wenige Krankheitserreger (sog. enteropathogene 
Mikroorganismen) Wirkung zeigen diirfte. Die Tatsache, dass die 
Mikropartikel zudem in den ZwSlf fingerdarm verabreicht werden und 
nicht peroral eingegeben oder eingenommen werden konnen, 
schliesst eine praktische Anwendung, zuraindest beim Menschen, 
aus. Ausserdem scheint nach PS-EP-A2-333' 523 ein ausgewogenes 
Mass an feinen (1 - 10 Um) und grobkSrnigeren (20 - 50 fim) 
Mikropartikel eine wichtige Voraussetzung fur den imraunpotenzie- 
renden Effekt zu sein. Diese Anf orderungen an den KorngrSssenbe- 
reich der Mikropartikel stellen einen Mehraufwand bei der 
Herstellung und Aufarbeitung der Mikropartikel dar, was nachtei- 
lig erscheint. 
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Aufgabe der Erfindung ist e S/ ein synthetisches Antigen 
mittels spezifischer Biopolymere in bioabbaubare Mikropartikel 
einzubetten, diese Mikropartikel in einem Dispersionsmedium zu 
. suspendieren und parenteral zu verabreichen, wobei eine Potenzie- 
rung der systemischen immunologischen Antwort bewirkt wird. 

Erfindungsgemass wird diese Aufgabe mit einem Verfahren 
gemass dem Wortlaut der Patentanspriiche 1-12 gelost. In den 
Beispielen 1-6 werden Ausfiihrungsbeispiele dazu beschrieben. 
Das erfindungsgemasse Verfahren wird nachfolgend an Hand der Fig. 
1-7 naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 Schematische Darstellung des erf indungsgemassen Immun- 
potenzierung 

Fig. 2 Antikorpertiter nach einmaliger Verabreichung von MAP 
enthaltenden, schnell freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 

Fig. 3 Ant ikorpert iter nach einmaliger Verabreichung von MAP 
enthaltenden, langsam freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 

Fig. 4 Antikorpertiter nach einmaliger Verabreichung einer MAP 
enthaltenden Mischung von schnell und langsam freige- 
benden Mikrokapseln und einer IFA-Formulierung 

Fig. 5 Antikorpertiter nach dreimaliger Verabreichung von MAP 
enthaltenden, schnell freigebenden Mikrokapseln und 
einer IFA-Formulierung 



Fig. 6 



Proliferative T-Lymphozyten-Antwort nach einmaliger 
Verabreichung verschiedenen MAP enthaltenden Mikro- 
kapseln und einer IFA-Formulierung 



WO 95/17167 



PCI7CH94/00242 



6 

T e -Antwort nach einmaliger Verabreichung einer Mischung 
schnell freigebender Mikrokapseln, die jeweils ein 
synthetisches T c -Antigen und ein entsprechendes MAP 
enthalten 



1 . Einbetten von synthetischem Antigen in bioabbaubare Mikropar- 
tikel 

Ausgangspunkt des Verfahrens sind synthetische Antigene 
gemass Definition in der Einleitung dieser Patent schr if t, die in 
ihrer bekannten chemischen Struktur mindestens ein definiertes 
und vom Immunsystem erkennbares Epitop eines pathogenen Mikroor- 
ganismus enthalten. Dabei kann es sich beim Epitop sowohl um ein 
B-Zell-Epitop, ein T,rZell-Epitop, ein T c -Epitop oder eine 
beliebige Mischung dieser Epitope handeln. Bevorzugterweise 
bilden die sogenannten Multiplen Antigen Peptide (MAP) , alleine 
Oder in Kombination mit einem T c -Epitop, den Ausgangspunkt des 
Verfahrens. Die Herkunft der Epitope schliesst Bakterien, Viren, 
Protozoen und Tumorzellen ein. Erf indungsgemass wird das 
synthetische Antigen in bioabbaubare Mikropartikel eingebettet . 
Erfindungswesentlich ist, dass zur Herstellung der bioabbaubaren 
Mikropartikel Biopolymere mit spezifischen physikalisch-chemi- 
schen Eigenschaften ausgewahlt werden. Massgebliche Eigenschaf- 
ten sind die Benetzbarkeit, die Unloslichkeit, die Quellbarkeit 
und die Bioabbaubarkeit der Biopolymere und der daraus herge- 
stellten spharischen Mikropartikel in wassrigen Medien und 
physiologischen Fliissigkeiten. Das Ausmass der Quellbarkeit der 
Biopolymere sowie deren Bioabbauzeit bestimmen massgeblich die 
Freisetzungskinetik der Antigene aus den Mikrokapseln. Oberra- 
schenderweise wurde nun gefunden, dass diese Freigabekinetik auch 
den zeitlichen Verlauf der Immunantwort beeinflusst. Beispiele 
solcher Biopolymere mit unterschiedlicher Benetzbarkeit, Quell- 
barkeit und Bioabbauzeit sind Poly (milchsaure) , Poly (milch-co- 
glykolsaure) , Poly (hydroxybuttersaure) , Poly (hydroxybutter-co- 
valeriansaure) , Poly (caprolacton) . Die Einbettung des syntheti- 
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schen Antigens in das Biopolymer erfolgt mittels verschiedener 
bekannter Verfahren wie Spruhtrocknung, Losungsmittel-Verdampfung 
Oder Koazervation. Dabei resultieren antigenbeladene, spharische 
.Mikropartikel in der GrSssenordnung von 1 bis 200 um. 

2. Suspendieren im Dispersionsmedium 

Die erf indungsgemassen antigenbeladenen Mikropartikel werden 
in einem zweiten Schritt in ein Dispersionsmedium eingebracht, 
das fur die parenterale Verabreichung der Mikropartikel geeignet 
ist. Erfindungswesentlich ist dabei, dass das Dispersionsmedium 
biokompatibel und bioabbaubar ist, und zusatzlich fur die 
Potenzierung der Immunantwort vorteilhafte Eigenschaften besitzt. 
Solche vorteilhaften Dispersionsmedien sind beispielsweise 
wassrige und 61ige L6sungen von Lecithin oder wassrig-olige 
Emulsionen mit Lecithin in einem Konzentrationsbereich von 0,1 
- 20 %, bevorzugterweise von 2 - 10 %. Weitere geeignete 
Dispersionsmedien sind sogenannte Mikroemulsionen, die aus einer 
Wasser-, 61-, Tensid- und Kotensid-Komponente bestehen. Hierzu 
werden biokompatible und bioabbaubare Substanzen wie beispiels- 
weise natiirliche und synthetische Mono-, Di- und Triglyceride, 
Lecithin, Poloxamere und Polysorbate verwendet. Die genannten 
Dispersionsmedien zeichnen sich durch iiberraschend gute Benet- 
zungs- und Suspendiereigenschaften fiir die bioabbaubaren 
Mikropartikel aus . Diese Benetzungs- und Suspendiereigenschaften 
sind beispielsweise wesentlich besser als jene der iiblicherweise 
verwendeten Dispersionsmedien, wie Carboxymethylcellulose oder 
Polysorbat. Die Dispergierung der Mikropartikel im Dispersions- 
medium kann durch einfaches Schiitteln erfolgen, wobei eine 
injizierbare Zubereitung entsteht. 



3 . Ve r abr e i chen 



Die antigenbeladenen und im Dispersionsmedium suspendierten 
Mikropartikel werden parenteral verabreicht, wobei diese Verab- 
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reichung einmalig Oder mehrmalig in bestimmten zeitabstanden 
erfolgen kann. Letztere Verabreichungsart ist unter dem Begriff 
'Boosten' bekannt. Die 1. und 2. Booster-Dosis kann beispiels- 
weise 1-4 Wochen und 3 - 6 Monate nach der ersten Injektion 
verabreicht werden. Nach einmaliger oder mehrmaliger Verabrei- 
chung der erfindungsgemassen Formulierungen wird eine potenzier- 
te, mehrere Monate anhalt'ende Immunantwort ausgelost. 

4. Bewirken der potenzierten Immunantwort 



Die Potenzierung der Immunantwort wird im allgemeinen nach 
einmaliger, ausnahmsweise jedoch auch nach dreimaliger parente- 
raler Verabreichung der erfindungsgemassen mit synthetischen 
Antigenen beladenen Mikropartikel in BALB/c Mausen gemessen. Als 
synthetische Modell-Antigene wird ein MAP, aufgebaut aus einem 
universellen T„-Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und 
einem B-Zell Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoit 
Proteins von Plasmodium berghei, und ein T c -Epitop von Plasmodium 
berghei Circumsporozoit-Protein (Sequenz 252-260) verwendet (S. 
Demotz et al., J. of Immunology, 142, 394-402 (1989); P. Romero 
et al., Nature 341, 323 (1989); J.L. Weber et al., Exp. Parasito- 
logy 63, 295 (1987)). Die Intensitat und die Dauer der Immunpo- 
tenzierung wird anhand der spezifischen AntikSrpertiter, der 
T-Lymphozyten-Proliferation und der spezifischen, cytotoxischen 
T-Lymphozyten-Aktivitat gemessen. Diese drei Parameter werden 
nach bekannten immunologischen Methoden bestimmt. 

Fig. 1 illustriert schematisch die relevanten Parameter der 
durch das erf indungsgemasse Verfahren erzielten Immunpotenzie- 
rung. Eine Immunpotenzierung bedeutet in der vorliegenden 
Patentschrift, dass die Intensitat der immunologischen Antwort 
im zeitlichen Verlauf auf ein verabreichtes synthetisches Antigen 
auf den Ebenen des Ant ikdrpert iters, der T-Zell-Prolif eration 
und der T e -Stimulation gegeniiber einer wassrigen Antigenlosung 
potenziert und gegeniiber einer IFA-Formulierung in vergleichbarem 
oder erhShtem Masse potenziert ist. 
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Daraus ergibt sich die MSglichkeit durch Mischung von 
Biopolymeren mit unterschiedlicher Benetzbarkeit, Quellbarkeit 
.und Bioabbauzeit sowohl die humorale AntikSrper-Antwort wie auch 
die zellulare T-Lymphozyten Antwort in einem Masse zu potenzie- 
ren, das vergleichbar oder sogar hoher ist als die mit Inkomplet- 
tem Freund's Adjuvans erzielte Potenzierung. Zudem sind die 
immunantworten gemass diesem Verfahren zeitlich steuerbar und 
gegenuber IFA und wassriger LSsung um mehrere Wochen verlangert. 

Das hier beschriebene Verfahren ermoglicht aufgrund der 
massgeschneiderten Eigenschaften der verwendeten bioabbaubaren 
Mikropartikel eine gezielte und in ihrem zeitlichen Verlaufe 
steuerbare Potenzierung der humoralen und zellularen Immunant- 
wort auf synthetische Antigene, insbesondere auf die sogenannten 
MAP. Das Verfahren besitzt uberdies den ausserordentlichen 
vorteil, dass nebst der gezielten und potenzierten Stimulation 
von B- und T H -Lymphozyten auch cytotoxische T-Lymphozyten 
stimuliert werden kSnnen, wodurch insbesondere auch eine 
immunisierung gegen Viren, Protozoen und Tumorzellen erf olgreich 
durchgefuhrt werden kann. Diese cytotoxische T-Lymphozyten 
Stimulation konnte hier uberraschenderweise zum ersten Mai 
gezeigt werden. Im Gegensatz zu den in der PS EP-A2-333' 523 und 
PCT WO 92/19263 beschriebenen Immunpotenzierung ist diese hier 
in erster Linie systemisch, d.h. nicht mukosal, und kann sowohl 
in der Intensitat wie der Dauer, bzw. im zeitlichen Verlauf, 
gesteuert werden. Zudem ist fur die Immunpotenzierung keine enge, 
genau definierte Partikelgrossenverteilung notwendig, was 
technologische Vorteile mit sich bringt. 

Das hier beschriebene Verfahren findet Anwendung bei der 
Immunisierung von Mensch und Tier gegen Krankheiten, die durch 
Bakterien, Viren, Protozoen und Tumorzellen verursacht werden. 
Besonders die Immunisierung gegen Viren, Protozoen und Tumorzel- 
len, die mit herkbmmlichen Impfstoffen nur unbef riedigend, d.h. 
ungeniagend und unter Inkaufnahme von unerwiinschten Nebenwirkun- 
gen, erreicht werden kann, stellt eine Hauptanwendung dieses 
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verfahrens dar. Die Stimulierung der cytotoxischen T-Zellen durch 
das erfindungsgemasse Verfahren sowie die uber eine langere 
Zeitperiode anhaltende Inununantwort bilden die Basis fur diese 
Anwendung . 

Beispiel 1 beschreibt die Potenzierung der AntikSrperantwort 
auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2, welches aus einem universellen T.-Zell Epitop des Tetanus 
Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-Zell Epitop der repetitiven 
Region des Circumsporozoiten Proteins von Plasmodium berghei 
aufgebaut ist: 0,02 g P30B2 wurden in 2,00 g Wasser gel6st und 
diese L5sung wurde anschliessend mit Hilfe eines Ultraschall- 
generators in einer L6sung von 2,0 g Poly <d, 1-milchsaure-co-gly- 
kolsaure) 50:50 (Resomer 502, Boehringer Ingelheim) in 40,0 g 
Dichlormethan dispergiert. Mittels Spruhtrocknung wurden aus 
dieser Dispersion spharische Mikropartikel (RG502) hergestellt. 
Mit Antigen beladene Mikropartikel wurden anschliessend in einer 
5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, Lukas Meyer, 
D-Hamburg) durch Schvitteln suspendiert . Diese Suspension wurde 
einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml sub cut an injiziert. 
Die pro Maus injizierte Menge Antigen betrug 30 ug. Als Vergleich 
wurde eine zweite Gruppe von 8 BALB/c Mausen mit der gleichen 
Menge Antigen in Inkomplettem Freund's Adjuvans (IFA) immuni- 
siert. Die Antikdrpertiter wurden mittels ELISA bestiromt. 

Fig. 2 zeigt den zum Beispiel 1 gehSrenden zeit lichen Verlauf 
der immunpotenzierung durch RG502 im Vergleich zu IFA. Die mit 
RG502 und IFA erzielten Ant ikorpert iter sind wahrend der ersten 
15 Wochen nach Immunisierung untereinander vergleichbar . Danach 
fallen die durch IFA induzierten Titer ab, wahrend die mit den 
Mikrokapseln induzierten Titer wahrend mindestens 28 Wochen 
konstant bleiben. Mit einem hydrophilen, stark quellbaren, 
schnell freigebenden und schnell bioabbbaubareb Biopolymeren wie 
dem PLGA 50:50 werden Antikorpertiter von 1 - 2-10' bereits zwei 
wochen nach Verabreichung erreicht und bleiben iiber eine 
zeitdauer von mindestens 28 Wochen konstant. Im Gegensatz dazu 
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fallen die nach einmaliger Verabreichung einer IFA-Zubereitung 
gemessenen Titer bereits nach 15 Wochen ab und liegen nach 28 
Wochen nur noch bei 2 '10*. 

Beispiel 2 beschreibt die Potenzierung der AntikSrperantwort 
auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (gemass Beispiel 1) , welches aus einem universellen T„-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-Zell 
Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufgebaut ist: 0,02 g P30B2 wurden in 2,00 g 
wasser gelSst und diese L6sung wurde anschliessend mit Hilfe 
eines Ultraschallgenerators in einer LSsung von 2,0 g Poly(d,l- 
milchsaure) (Resomer 206, Boehringer Ingelheim) in 40,0 g Di- 
chlormethan dispergiert. Mittels Koazervation, induziert durch 
SilikonSlzugabe, wurden aus dieser Dispersion spharische Mikro- 
partikel (R206) hergestellt. Mit Antigen beladene Mikropartikel 
wurden anschliessend in einer 5% sterilen L6sung von Eilecithin 
(Cvothin 170, Lukas Meyer, D-Hamburg) durch Schutteln suspen- 
diert. Diese Suspension wurde einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen 
zu je 0,5 ml subcutan injiziert. Die pro Maus injizierte Menge 
Antigen betrug 30 ug. Als Vergleich wurde eine zweite Gruppe von 
8 BALB/c Mausen mit der gleichen Menge Antigen in Inkomplettem 
Freund's Adjuvans (IFA) immunisiert . Die AntikSrpertiter wurden 
mittels ELISA bestimmt. 

Fig . 3 zeigt den zura Beispiel 2 gehorenden zeitlichen Verlauf 
der Immunpotenzierung durch R206 im Vergleich zu IFA. Die mit 
dem hydrophoben, schwach quellbaren, langsam freigebenden und 
langsam bioabbaubaren R206 erzielten Ant ikorpert iter steigen 
wahrend der ersten 12 Wochen kontinuierlich an und erreichen dann 
das Niveau, das mit IFA bereits 2 Wochen nach Immunisierung 
erzielt wurde. Wahrend die IFA-Titer nach ungefahr 15 Wochen 
wieder stetig abfallen, bleiben die R206-Titer uber einen 
Zeitraum von mindestens 28 Wochen konstant . 



Beispiel 3 beschreibt die Potenzierung der Antikorperantwort 
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auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (gemass Beispiel 1), welches aus einem universellen T.-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-Zell 
Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufgebaut 1st: P30B2 wurde analog Beispiel 1 
in Poly(d,l-milchsaure-co-glykolsaure> 75:25 (Resomer RG752, 
Boehringer Ingelheim) eingebaut und zu spharischen Mikropartikeln 
(RG752) verarbeitet. Identische Mengen P30B2 enthaltende Mikro- 
partikel RG752, RG502 (aus Beispiel 1) und R206 (aus Beispiel 2) 
wurden in einer 5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, 
Lukas Meyer, D-Hamburg) durch Schutteln suspendiert . Diese 
Suspension wurde einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml 
subcutan injiziert. Die pro Maus injizierte Menge Antigen betrug 
30 Jig. Als Vergleich wurde eine zweite Gruppe von 8 BALB/c Mausen 
mit der gleichen Menge Antigen in Inkomplettem Freund's Adjuvans 
(IFA) immunisiert. Die Antikorpertiter wurden mittels ELISA 
bestimmt . 

Fig. 4 zeigt den zum Beispiel 3 gehSrenden zeitlichen Verlauf 
der immunpotenzierung durch eine Mischung von RG502, RG752 und 
R206 im Vergleich zu IFA. Die mit dieser aus schnell und langsam 
f reigebenden Biopolymeren bestehenden Mikrokapselmischung erziel- 
ten AntikSrpertiter steigen schnell an und erzielen bereits 2 
Wochen nach Immunisierung ein Niveau, das um einen Faktor 2,5 
hoher liegt als die mit IFA induzierten Antikorpertiter. Wahrend 
die IFA-Titer nach ungefahr 15 Wochen wieder stetig abfallen, 
bleiben die mit der Mikrokapselmischung erzielten Titer iiber 
einen Zeitraum von mindestens 28 Wochen relativ konstant. 

Beispiel 4 beschreibt die Potenzierung der Antikorperantwort 
auf das verzweigte Multiple Antigen Peptid mit der Bezeichnung 
P30B2 (gemass Beispiel 1) , welches aus einem universellen T„-Zell 
Epitop des Tetanus Toxins (Sequenz 947-967) und einem B-Zell 
Epitop der repetitiven Region des Circumsporozoiten Proteins von 
Plasmodium berghei aufgebaut ist: P30B2 wurde analog Beispiel 1 
in Poly (d, 1-milchsaure-co-glykolsaure) 50:50 (Resomer RG502, 
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Boehringer Ingelheim) eingebaut und zu spharischen Mikropartikeln 
(RG502) verarbeitet. Die mit Antigen beladenen Mikropartikel 
wurden in einer 5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, 
•Lukas Meyer, D-Hamburg) durch Schutteln suspendiert. Diese 
Suspension wurde einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml 
subcutan injiziert. Die pro Maus injizierte Menge Antigen betrug 
3x10 ug. Die Injektion wurde nach 16 Tagen (1. Booster) und nach 
113 Tagen (2. Booster) wiederholt. Ala Vergleich wurde eine 
zweite Gruppe von 8 BALB/c Mausen mit der gleichen Menge Antigen 
in inkomplettem Freund's Adjuvans (IFA) und nach dem gleichen 
impf schema immunisiert. Die AntikSrpertiter wurden mittels ELISA 
bestimmt . 

Fig. 5 zeigt den zum Beispiel 4 gehorenden zeitlichen Verlauf 
der immunpotenzierung nach Booster Injektionen von RG502 im Ver- 
gleich zu IFA. Die mit RG502 und IFA erzielten Ant ikorpert iter 
steigen gleichermassen an. Das erfindungsgemasse Verfahren eignet 
sich demzufolge auch fur die durch Boosten erzielte Immunpoten- 
zierung. 

Beispiel 5 beschreibt die Potenzierung der T H -Lymphozyten- 
Proliferation auf das Multiple Antigen Peptid mit der Bezeich- 
nung P30B2 gemass Beispielen 1-4. P30B2 wurde analog Beispielen 
1,2 und 3 in RG502, RG752, und R206 eingebaut und zu spharischen 
Mikropartikeln mit unterschiedlich starker Quellbarkeit verarbei- 
tet. Identische Mengen P30B2 enthaltende Mikropartikel wurden in 
einer 5% sterilen Losung von Eilecithin (Ovothin 170, Lukas 
Meyer, D-Hamburg) durch Schutteln suspendiert. Diese Suspension 
wurde einer Gruppe von 8 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml subcutan 
injiziert. Die pro Maus injizierte Menge Antigen betrug 30 ug. 
Als Vergleich wurde eine zweite Gruppe von 8 BALB/c Mausen mit 
der gleichen Menge Antigen in Inkomplettem Freund's Adjuvans 
(IFA) immunisiert. Die T-Zell-Prolif eration in den Lymphknoten 
wurde in bekannter Weise bestimmt. 

Fig. 6 zeigt die in Beispiel 5 beschriebene T-Lymphozyten- 
Proliferation 14 Tage nach Verabreichung verschiedener Mikrokap- 
selformulierungen sowie einer IFA-Zubereitung . Es geht daraus 
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hervor, dass alle Mikrokapselformulierungen, d.h. RG502 mit 
schneller Antigenf reigabe, RG752 mit mittelstark verlangsamter, 
und R206 mit stark verlangsamter Antigenf reigabe, sowie eine 
Mischung aller drei Mikrokapseltypen die T-Lymphozyten-Prolife- 
ration in einem mindestens vergleichbaren, z.T. starkeren Masse 
potenziert als eine IFA-Zubereitung. 

Beispiel 6 beschreibt das Auslosen einer cytotoxischen T-Lym- 
phozyten-Reaktion auf ein T e -Zell Epitop des Circumsporozoit 
Proteins von Plasmodium berghei (CTL 359A, Sequenz 252-260): 
0,008 g CTL 359A wurden in 1,0 g Wasser gelSst und diese Losung 
wurde anschliessend mit Hilfe eines Oltraschallgenerators in 
einer LSsung von 4,0 g Poly (d, 1-milchsaure-co-glykolsaure) 
(Resomer 502, Boehringer Ingelheim) in 60,0 g Dichlormethan 
dispergiert. Mittels Spruhtrocknung wurde aus dieser Dispersion 
spharische Mikropartikel hergestellt. Diese mit CTL 359A 
beladenen Mikropartikel wurden mit P30B2 beladenen Mikroparti- 
keln, gemass Beispiel 1, in einem CTL 359A : P30B2 Verhaltnis von 
1 : 10 gemischt, urn die Immunantwort auf CTL zu erhohen. An- 
schliessend wurde die Mischung der Mikrokapseln in einer 5% 
sterilen LSsung von Eilecithin (Ovothin 170, Lukas Meyer, 
D-Hamburg) durch Schutteln suspendiert. Diese Suspension wurde 
einer Gruppe von 2 BALB/c Mausen zu je 0,5 ml subcutan injiziert. 
Die pro Maus injizierten Mengen betrugen: 4 Jig CTL 359A und 40 
ug P30B2. Die T c -Zell Antwort wurde nach 10 und nach 20 Tagen 
mittels Zell-Lyse-Test bestimmt. 

Fig. 7 zeigt die zum Beispiel 6 gehorende T c -Lymphozyten- 
Antwort, die 10 und 20 Tage nach Immunisierung, bzw. nach der 
Verabreichung der Formulierungen, bestimmt wurde. Die prozentuale 
Zell-Lyse-Aktivitat ist in Abhangigkeit des Ef fekt/Zielzellen- 
Verhaltnisses E/T dargestellt. Die gleichzeitige Verabreichung 
von mikroverkapseltem T c -Epitop und T R -Epitop (P30B2 + 359A in 
RG502) induziert iiberraschenderweise eine signifikante T c -Lympho- 
zyten-Stimulation, die 20 Tage nach Verabreichung beobachtet 
werden kann. Besonders interessant erscheint der zeitliche 
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Verlauf der T e -Antwort, die im Gegensatz zur T„- Oder Antik5rper- 
antwort bedeutend lSngere Zeit benotigt. 

Erf indungswesentlich ist, dass bioabbaubare spharische Mikro- 
partikel vorgeschlagen werden, welche die Immunantwort auf syn- 
thetische Antigene potenzieren. Durch Festlegen der physikalisch- 
chemischen Eigenschaften der verwendeten Biopolymere lasst sich 
diese Immunpotenzierung in ihrem Ausmass und zeitlichen Verlauf 
steuern. Das Verfahren ermoglicht es zudem, zusStzlich zur 
Antikorper- und T H -Lymphozyten-Potenzierung auch die cytotoxi- 
schen T-Lymphozyten zu stimulieren . Das Ausmass der Inununpoten- 
zierung ist mindestens vergleichbar mit der durch IFA-Zuberei- 
tungen erzielten Potenzierung und in ihrem zeitlichen Verlauf 
deutlich verlangert. Hiermit steht ein Verfahren zur Verfxigung, 
welches in der Immunisierung von Mensch und Tier gegen Krankhei- 
ten eingesetzt werden kann, welche durch Viren, Bakterien, Proto- 
zoen Oder Tumorzellen verursacht werden. 



WO 95/17167 



PCT/CH94/00242 



16 



Patentanspriiche : 

1. Verfahren zur Potenzierung der immunologischen Antwort von 
Mensch und Tier auf synthetische Antigene, dadurch gekennzeich- 
net, dass das synthetische Antigen zunachst in bioabbaubare 
spharische Mikropartikel eingebettet wird, dass danach die mit 
synthetischem Antigen beladenen Mikropartikel in einem Dispersi- 
onsmedium suspendiert werden und dass diese Zubereitung parente- 
ral verabreicht wird, wobei eine potenzierte Immunantwort aus- 
gel6st wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
einer einfachen Kette mit mindestens einem' B-Zell-Epitop und 
mindestens einem T H -Zell-Epitop besteht. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
repetitiv kovalent verkniipften B-Zell-Epitopen und T H -Zell-Epi- 
topen bestehen. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Verbindung verwendet wird, die aus 
einem cytotoxischen T-Zell-Epitop (T c ) besteht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass als 
synthetisches Antigen eine Mischung mindestens eines T H - und 
mindestens eines T c -Epitops verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der Ansprviche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das synthetische Antigen von Protozoen oder Viren 
oder Bakterien oder Tumorzellen stammende B- und T-Zell-Epitope 
enthalt . 
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7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das synthetische Antigen von Protozoen oder Viren 
Oder Bakterien Oder Tumorzellen, oder von einer beliebigen 
Kombination derselben stammende B- und T-Zell-Epitope enthSlt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die spharischen Mikropartikel aus einem biokompa- 
tiblen bioabbaubaren Biopolymeren aufgebaut sind, wobei das Bio- 
polymer aus der Gruppe der Poly (milchsaure) , Poly (glykolsaure) , 
Poly (milch-co-glykolsaure) , Polycaprolacton, Poly (hydroxybutter- 
saure), Poly (hydroxybuttersaure-co-valeriansaure) , Polyortho- 
ester oder der Polyanhydride stammt. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biopolymere aus mindestens zwei verschiedenen Gruppen stammen. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9/ dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Dispersionsmedium eine wassrige oder olige 
Lecithin-Losung oder eine wassrig-olige Lecithin-Emulsion ver- 
wendet wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Dispersionsmedium eine Mikroemulsion verwendet 
wird. 

12. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 11 in 
der Immunisierung von Mensch und Tier gegen Krankheiten, die 
durch Viren, Bakterien, Protozoen oder Tumorzellen verursacht 
we r den. 
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Abstract (Basic): WO 9517167 A 

The immune response to synthetic antigens (Ag) is potentiated in 
humans and animals by (1) incorporating Ag into biodegradable, 
spherical microparticles; (2) suspending these in a dispersion medium, 
then (3) parenteral admin, of the compsn.. 

USE - The method is used for immunisation of humans or animals 
against viral, bacteria, protozoal or humour cell Ag. 

ADVANTAGE - The method ensures a high level response (antibody and 
cellular) against an Ag that is normally only weakly antigenic. The 
response is at least as good as that achieved with Freund's adjuvant 
but longer lasting (because cytotoxic T cells are also stimulated). By 
altering the nature of the biodegradable particles, potentiation can be 
targeted and the progression of response with time controlled. There is 
no need for a narrow, precisely defined particle size distribution. 
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